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ISPITIVANJE PREVALENCIJE ANTITELA NA B. canis KOD
PASA LUTALICA NA TERITORIJI GRADA BEOGRADA*
INVESTIGATIONS OF PREVALENCE OF ANTIBODIES TO B.canis IN
STRAY DOGS IN TERRITORY OF BELGRADE
Sonja Radoji~i}, Milica ]ilerd`i}, B. Dimi}, Jasmina Kir}anski**
Ovim radom obuhva}eno je ispitivanje pasa lutalica na teritoriji
grada Beograda. Na prisustvo antitela specifi~nih na Brucella canis
ukupno je ispitano 184 uzorka krvnih seruma. U dijagnostikovanju se
koristila metoda spore aglutinacije u epruveti sa 2-merkaptoetanolom.
Od 184 ispitana seruma, 49 (26,63%) seruma je imalo titar 1/50, 25 se-
ruma je imalo titar 1/100 (13,58%), dok je 20 seruma imalo titar jednak
ili ve}i od 1/200 (10,87%). Za izolaciju B. canis je dostavljeno i 15 uzo-
raka pune krvi od serolo{ki negativnih `ivotinja. Bakteriolo{ki nalaz ovih
uzoraka je bio negativan. Dobijeni rezultati ukazuju da je broj sero-
pozitivnih pasa lutalica na teritoriji Beograda izuzetno visok i da je
10,87 posto testiranih pasa sigurno inficirano bakterijom Brucella
canis.
Klju~ne re~i: Brucella canis, seroprevalencija, psi lutalice, aglutinacija
Bruceloza pasa izazvana bakterijom Brucella canis, kontagiozna je
bolest lan~astog na~ina {irenja koja je prisutna u skoro svim zemljama sveta.
Uzro~nik bolesti je mali G-koobacilus koji je otkriven sredinom {ezdesetih godina
pro{loga veka u SAD Š1¹. Brucella canis je za sada poslednja zvani~no priznata
vrsta roda Brucella koja pokazuje neke jedinstvene karakteristike (izrazita mu-
koidnost i antigeno izmenjen lipopolisaharidni omota~-RLPS) u odnosu na ostale
~lanove.
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Uvod / Introduction
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Patogena je za pse i neke divlje karnivore, a na ~oveka se prenosi izu-
zetno retko. Broj prijavljenih slu~ajeva obolelih ljudi je veoma mali, delom i zbog
toga {to je B. canis zbog svoje razli~ite antigene gra|e manje patogena od ostalih
vrsta brucela. U na{oj zemlji su prvi seropozitivni psi otkriveni 1999. godine, a prva
uspe{na izolacija B. canis je izvedena iste godine Š2¹. Daljim ispitivanjem ku}nih
pasa ustanovljen je visok stepen seropozitivnih pasa (4,27 posto na uzorku od
164 testirane `ivotinje) Š3¹. Zatim su istra`ivanja ukazala da je bolest prisutna i u
drugim gradovima, a prevalencija kod pasa lutalica sa teritorije Podgorice je bila
izuzetno visoka, 9,37 posto na uzorku od 96 ispitanih seruma Š4¹. Bruceloza pasa
je bolest koja se te{ko klini~ki uo~ava. ^injenica da kod mu{kih pasa izaziva orhi-
tis koji mo`e da bude jednostran ili obostran i da se takav klini~ki znak lak{e uo~i,
verovatno obja{njava ~e{}e otkrivanje bolesti kod mu`jaka. Kod `enki dolazi do
abortusa u 45. do 55. dana graviditeta, {to se ~esto i previdi, jer `enke pojedu
poba~ene plodove. Smetnje u koncepciji se kod `enskih, a i mu{kih `ivotinja
naj~e{}e ne dovode u vezu sa brucelozom pasa, a interesantan je i podatak da se
ve}ina obolelih pasa sa teritorije Beograda nikada nije parila. Koitus svakako nije
nazna~ajniji na~in {irenja infekcije, pogotovo u zemljama sa velikim brojem pasa
lutalica. Uz to, epizootiolo{ke karakteristike bruceloze na na{im prostorima poka-
zuju specifi~nosti koje dosta zavise od toga da li su u pitanju veliki ili manji gradovi
i seoske sredine. U velikim gradovima je uobi~ajen kontakt doma}ih pasa i pasa
lutalica na zajedni~kim zelenim povr{inama, pa je oronazalni put inficiranja veoma
va`an. Uz to, urin mu{kih `ivotinja mo`e da bude zna~ajan izvor infekcije, ~emu
pogoduje i socijalni `ivot i pona{anje pasa. @enke posle abortusa izlu~uju skoro
~istu kulturu brucela vaginalnim iscetkom koji traje i nekoliko nedelja posle
poba~aja Š5¹. Slede}i graviditet mo`e da bude naizgled normalan, a ra|anje
slabo vitalnih mladunaca jedini znak hroni~ne infekcije. Jedan broj pre`ivelih
mladunaca sa dostizanjem polne zrelosti mo`e da ispolji klini~ku sliku akutne
bruceloze, {to je posebno opasno sa epizootiolo{kog aspekta.
Zbog antigene strukture koja je druga~ija u odnosu na takozvane S
¬klasi~ne brucele¬ (uz B. canis samo je B. ovis primarno patogena u R formi) se-
rolo{ka dijagnostika je vezana za upotrebu homotipskog antigena. Klasi~nim tes-
tovima za detekciju antitela specifi~nih za ostale vrste brucela, nije mogu}e da se
ustanovi serolo{ki odgovor na B. canis. Mada se dijagnostikovanje bruceloze
pasa u na{oj zemlji radi ve} pet godina na Katedri za zarazne bolesti `ivotinja i
bolesti p~ela Fakulteta veterinarske medicine, ovo je prvo ispitivanje uzoraka
krvnih seruma na prisustvo specifi~nih antitela protiv B. canis kod pasa lutalica na
teritoriji Beograda.
Krv od pasa lutalica uzimana je punkcijom vene jugularis. Uzorci su
dostavljani na Katedru za zarazne bolesti `ivotinja i bolesti p~ela Fakulteta veteri-
narske medicine, na kojoj je nakon centrifugovanja serum odvajan, razlivan u
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Materijal i metode rada / Materials and methods
ependorff epruvete i zamrzavan do dalje obrade. Serumi su ispitivani sporom se-
rumskom aglutinacijom i testirani su u razre|enju od 1/50, 1/100 i 1/200 kao {to je
preporu~eno Š6¹. Antigen za sporu aglutinaciju pravljen je od referentnog soja RM
6/66 po opisanoj proceduri. Ukratko, posle uzgajanja B. canis na triptoznom
agaru u Rouxovim bocama, kolonije su spirane formalin fiziolo{kim rastvorom.
Suspenzija je filtrovana kroz nekoliko slojeva sterilne gaze da bi se otklonili delovi
agara, a zatim je bakterijska suspenzija inaktivisana zagrevanjem na temperaturi
od 70oC tokom jednog ~asa. Posle hla|enja, suspenzija je centrifugovana na
1000xg 30 minuta, supernatant je odbacivan, a istalo`ene bakterije resuspen-
dovane u formalin fosfatnom slanom puferu. Antigen je standardizovan na 4,5%
pakovane }elijske zapremine, pode{avanjem gustine bakterija. Nakon toga, stok
antigena je ~uvan na temperaturi od +4oC, do upotrebe.
Spora serumska aglutinacija je ra|ena u epruvetama na temperaturi
od +37oC. Razre|enja seruma su pravljena u 3,5% rastvoru NaCl uz dodatak for-
malin fiziolo{kog rastvora i 2-merkaptoetanola, koji je kao disulfid redukuju}i
agens imao ulogu u razaranju antitela klase IgM. Svaki uzorak krvnog seruma je
testiran u tri razre|enja. Reakcija je izvo|ena na temperaturi od 37 oC i o~itavana
dvokratno, u intervalima od 24 i 48 ~asova. Kao pozitvno, ozna~avano je svako
razre|enje seruma u kome je nastalo potpuno razbistravanje te~nosti. Slede}i
preporuke u literaturi za ovaj tip testova Š6¹, titri 1/50 i 1/100 su ozna~avani kao
sumnjivi, dok je razre|enje 1/200 ozna~avano kao znak aktivne infekcije Š7¹. Kao
pozitivne kontrole kori{}eni su uzorci krvnih seruma titra od 1/200 i 1/3200, nega-
tivnu kontrolu predstavljao je uzorak krvnog seruma koji poti~e od klini~ki i se-
rolo{ki negativne `ivotinje, a ra|ena je i kontrola antigena bez dodavanja seruma.
U tabeli 1 prikazani su rezultati ispitivanja krvnih seruma pasa lutalica
sporim aglutinacionim testom. Kao {to se vidi iz tabele, titar antitela od 1/50
ustanovljen je kod 49 uzoraka krvnih seruma ili 26,63 posto, a titar od 1/100 kod
25 krvnih seruma ili 13,58 posto, dok je sigurno pozitivnih (razre|enje 1/200) bilo
20 uzoraka krvnih seruma ili 10,87 posto od ukupnog broja testiranih seruma.
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Rezultati i diskusija / Results and discussion
Tabela 1. Broj pozitivnih i negativnih rezultata dobijenih testiranjem sporim aglutinacionim
testom sa 2-merkaptoetanolom
Table 1. Number of positive and negative results obtained by the slow agglutination test with 2-
mercaptoethanol
Test (spora aglutinacija u epru-
veti sa 2-merkaptoetanolom) /
Test (slow tube agglutination test
with 2-mercaptoethanol)
Broj pozitivnih uzoraka seruma
u datom titru, % /
Number of positive sera in
given titer, %
Broj negativnih uzoraka se-
ruma u datom titru, % /
Number of negative sera in
given titer, %
Titar 1/50 /
Titer 1/50
49
26,63%
135
73,37%
Titar 1/100 /
Titer 1/100
25
13,58%
159
86.42%
Titar 1/200 /
Titer 1/200
20
10,87%
164
89.13%
Ukupno testirano /
Total tested
184
100%
Na slici 1 prikazan je izgled pozitivne i negativne reakcije.
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Slika 1. Izgled spore serumske aglutinacije u epruveti sa 2-merkaptoetanolom
Figure 1. View of slow serum agglutination in test tube with 2-mercaptoethanol
Legenda: S leva na desno, izgled pozitivne reakcije u razre|enjima 1/50, 1/100 i 1/200.
Poslednja epruveta predstavlja negativnu kontrolu.
Legend: Left to right, positive reaction in dillutions 1/50, 1/100 and 1/200.
Last test tube shows negative control.
Upotreba 2-merkaptoetanola se uvek preporu~uje kako bi se pove}a-
la specifi~nost reakcije. Me|utim, pove}anje specifi~nosti, uzrokuje smanjenje
osetljivosti testa. S obzirom da je dijagnostikovanje bruceloze pasa veoma te{ko,
odlu~ili smo se za pove}anje specifi~nosti i kori{}enje merkaptoetanola koji raza-
ra disulfidne veze u IgM pentamerima, koji su naj~e{}i uzrok la`no pozitivnih reak-
cija. Ovakav izbor odre|en broj stvarano pozitivnih uzoraka krvnih seruma mo`e
da ostavi u zoni la`no negativnih, pa se testiranje uzoraka parnih krvnih seruma u
svim sumnjivim slu~ajevima name}e kao obavezno. Dijagnostika bruceloze pasa
nije standardizovana na me|unarodnom nivou, pa zbog toga ne mogu precizno
da se odrede parametri upotrebljenog testa. Zato se za pore|enje testova koristi
kappa statisti~ka analiza koja nam pru`a podatke o saglasnosti testova Š3¹. Izola-
cija uzro~nika, kao najbolji i nasigurniji dijagnosti~ki put, u ve}ini slu~ajeva ne
mo`e da se sprovede zbog {iroke upotrebe antibiotika i antiinflamatornih lekova.
Kod pasa lutalica naj~e{}e nije mogu}e da se do|e do uzoraka krvi ili organa.
Pored toga, izolacija brucela konvencionalnim bakteriolo{kim tehnikama je dugo-
trajna, rizi~na za laboratorijske radnike i niskog stepena uspe{nosti zbog ~este
kontaminacije materijala. Izolacija brucela iz visoko kontaminisanog materijala
~esto nije uspe{na i pored primene selektivnih podloga Š12¹. Petnaest uzoraka
pune krvi koji su dostavljeni radi eventualne izolacije B. canis, bilo je bakteriolo{ki
negativno. Uzorci su poticali od serolo{ki negativnih `ivotinja.
Dobijeni rezultati ukazuju da je prevalencija sigurno pozitivnih `ivoti-
nja izuzetno visoka i da je ve}a za 2.5 puta od one koja je utvr|ena kod ku}nih
pasa na teritoriji grada Beograda Š4¹. Ovako veliki broj inficiranih pasa ustanovljen
je u nekim zemljama Latinske Amerike (Meksiko) i nekim podru~jima Severne
Amerike u kojima je seroprevalencija od 1 do blizu 19 posto sa najvi{om us-
tanovljenom u ruralnim delovima ju`nih dr`ava Š8, 9, 10¹. U Japanu je seropreva-
lencija bila od 1,6 do 2,9 posto Š11¹. Prevalencija antitela na B. canis kod pasa lu-
talica na teritoriji Podgorice i Beograda gotovo je ista. Me|utim, zna~ajno odstu-
panje u dobijenim vrednostima se uo~ava za titar 1/50. Za razliku od rezultata do-
bijenih na teritoriji Podgorice (12,5% testiranih titar 1/50), broj seruma koji su
pozitivni u titru 1/50 bio je za 2.44 puta ve}i od stvarno pozitivnih (titar 1/200).
Upravo ovako veliko variranje u dobijenim vrednostima sumnjivih i stvarno pozitiv-
nih ukazuje na potrebu stalne kontrole i ta~nog dijagnostikovanja bolesti.
Pored pasa lutalica, veliki zna~aj u {irenju i odr`avanju bolesti imaju i
psi poznatih vlasnika, kod kojih se bolest ne dijagnostikuje i ne le~i na pravi na~in.
Nakon kratkotrajne upotrebe antibiotika bez adekvatno postavljene dijagnoze,
bolest naj~e{}e recidivira, {to se ispoljava bilo ponovnim pojavljivanjem orhitisa
kod mu`jaka ili poreme}ajima u koncepciji kod `enki. Spektar klini~kih manifesta-
cija kod hroni~ne bruceloze pasa varira od generalizovane limfadenopatije, pro-
mena na ko{tano-zglobnom sistemu, diskospondilitisa i uveitisa. Kako je B. canis
fakultativno intracelularna bakterija, to se pored ta~no odabranih antibiotika
(naj~e{}e streptomicin i tetraciklini) koji se daju u periodu od mesec dana,
zahteva i kastracija, odnosno ovarijehisterektomija svih inficiranih `ivotinja. Epi-
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zootiolo{ka situacija bruceloze pasa je nepovoljna, ali i o~ekivana uzimaju}i u ob-
zir primenu mera, broj pasa lutalica i nedostatak pravovremenog i ta~nog dijag-
nostikovanja. Pored napretka koji je postignut uvo|enjem obaveznog testiranja
pasa koji imaju reproduktivne probleme na B. canis, potrebno je da se sprovode
dijagnosti~ka ispitivanja i usklade kriterijumi kod procene rezultata i utvr|ivanja
imunolo{kog statusa inficiranih jedinki.
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INVESTIGATIONS OF PREVALENCE OF ANTIBODIES TO B.canis IN STRAY DOGS
IN TERRITORY OF BELGRADE
Sonja Radojicic, Milica Cilerdzic, B.Dimic, Jasmina Kircanski
The paper covers investigatios ofn stray dogs in the territory og thr city of Bel-
grade. A total of 184 blood serum samples were examined for the presence of antibodies
specific to Brucella canis. The method of slow agglutination in a test tube with 2-
mercaptoethanol was used in the diagnostic procedure. Of the 184 examined serums, 49
(26.63%) had a titer of 1/50, 25 serums had a titer of 1/100 (13.58%), while 20 serums had a
titer equal to or bigger than 1/200 (10.87%). Furthermore, 15 samples of full blood from se-
rologiclly negative animals were also presented for isolation. The bacteriological finding for
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these samples was negative. Thje obntained results indicate that the number of seroposi-
tive stray dogs in the territory of Belgrade is extremely high and that 10.87% of the testes
animals are definitely infected with Brucella canis.
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ISPÀTANIE PREOBLADANIÂ ANTITEL NA B. CANIS U BRODÂ^IH SOBAK NA
TERRITORII GORODA BELGRADA
SonÔ Radoi~i~, Milica ^ilerd`i~, B. Dimi~, Âsmina Kir~anski
Õtoy rabotoy ohva~eno nami ispìtanie brodÔ~ih sobak na territorii
goroda Belgrada. na prisutstvie antitel specifi~eskih na Brucella canis ispìtano
nami sovokupno 184 krovÔnìh serumov. V diagnostike polÝzovan metod medlennoy
agglÓtinacii v probirke s 2-merkantoÌtanolom. Iz 184 ispìtannìh serumov, ih 49
(26,63 %) imeli titr 1/50,25 serumov imeli titr 1/100 (13,58%) poka 20 serumov
imeli titr odinakovìy ili bólÝ{iy ot 1/200 (10,87%). DlÔ izolÔcii dostavleno
nami i 15 obraz~ikov polnoy krovi ot serologi~eski otricatelÝnìh `ivotnìh.
Bakteriologi~eskie rezulÝtatì Ìtih obraz~ikov bìli otricatelÝnìe. Polu~e-
nnìe rezulÝtatì ukazìvaÓt, ~to ~islo seropolo`itelÝnìh brodÔ~ih sobak na ter-
ritorii Belgrada isklÓ~itelÝno vìsokoe i ~to 10,87% testirovannìh naverno
inficirovano s Brucella canis.
KlÓ~evìe slova: Brucella canis, seropreobladanie, brodÔ~ie sobaki, agglÓtinaciÔ
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